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Resumo 
 
Os microssatélites são um dos marcadores moleculares mais polimórficos encontrados nos 
genomas dos eucariotas. Com este trabalho obtiveram-se microssatélites altamente variáveis, 
que poderão ser posteriormente utilizados em estudos de variabilidade e diferenciação 
genética populacional em duas espécies animais. 
As espécies estudadas foram Periplaneta americana (barata americana), uma espécie praga 
com grande impacto económico-social, e Chamaeleo chamaeleon (camaleão), uma espécie 
cujas populações ibéricas se encontram em habitats ameaçados pela actividade humana. O 
isolamento de microssatélites nestas espécies é relevante porque não existem ainda 
microssatélites desenvolvidos para estas espécies nem para outras próximas, e assim irá 
contribuir para o estudo da estrutura genética das populações e dos seus padrões de dispersão, 
informação importante para o controlo da praga no caso da barata comum e para a 
preservação do camaleão. A construção de bibliotecas genómicas enriquecidas para a 
presença de microssatélites, utilizando sondas (CA)12 e (AGAT)8 permitiu obter sete loci 
polimórficos para a barata, e seis para o camaleão. No estudo piloto que incluiu 30 indivíduos 
de cada espécie, o número de alelos por locus variou entre 2 e 12 na barata, e entre 2 e 11 no 
camaleão. A heterozigotia esperada variou entre 0,26 e 0,89 na barata e entre 0,08 e 0,89 no 
camaleão. 
Palavras-chave: microssatélites, biblioteca genómica enriquecida, Periplaneta americana, 
Chamaeleo chamaeleon. 
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Abstract 
 
Microsatellites are one of the most polymorphic genetic markers found in eukaryotic genome. 
This work intends to obtain highly variable microsatellites that will later be used in variability 
and differentiation population genetic studies in two animal species.  
The studied species were Periplaneta americana (american cockroach), a pest species with 
great social-economic impact, and Chamaeleo chamaeleon (chameleon), a species whose 
Iberian populations are in habitats threatened by the human activity. The microsatellite 
isolation in these species is relevant because there were no microsatellites developed for these 
species, nor for any other closely related ones, and because it will contribute to the study of 
the genetic structure of populations and their dispersion patterns, important information for 
pest control in the case of the american cockroach and for the preservation of the chameleon. 
For this purpose, genomic libraries enriched for the presence of microsatellites were 
developed using (CA)12 and (AGAT)8 probes and seven polymorphic microsatellite loci 
were obtained for the cockroach and six for the chamaleon. In the pilot study that included 30 
individuals from each species, the number of alleles per locus varied from 2 to 12 in the 
cockroach and from 2 and 11 in the chamaleon. Expected heterozygosity varied from 0,26 and 
0,89 in the cockroach and from 0,08 and 0,89 in the chamaleon. 
 
Keywords: microsatellite, enriched genomic library, Periplaneta americana, Chamaeleo 
chamaeleon. 
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I. Enquadramento Teórico 
 
Este trabalho surgiu da necessidade de se desenvolver marcadores moleculares de elevada 
variabilidade, na espécie Chamaeleo chamaeleon, e na espécie Periplaneta americana, nas quais por 
razões diferentes se encontram em ambientes humanizados, e que se enquadram no âmbito do 
mestrado de Biologia Humana e Ambiente. Constitui por isso um trabalho essencialmente técnico 
com o desenvolvimento de ferramentas (loci microssatélites) que irão ser utilizados em estudos 
futuros. 
Tendo em conta que as sequências dos primers para estes loci ainda não se encontram publicadas, 
estas não irão ser reveladas. 
O trabalho foi desenvolvido no laboratório de genética da Faculdade de Ciências. 
 
1. Introdução 
 
1.1. Marcadores Moleculares 
 
Os marcadores moleculares surgiram com a necessidade de se determinar polimorfismos genéticos 
no DNA. Por marcador molecular entende-se uma região do genoma que apresenta variação entre 
indivíduos. Existem diversos marcadores, cada um com as suas aplicações e limitações, muitas vezes 
dependentes da tecnologia disponível (Avise, 1994; Behura, 2006). 
 
Os marcadores mais utilizados até à década de 80 eram as aloenzimas (Schlötterer, 2004), as quais 
são enzimas de diferentes genes cujos produtos catalisam a mesma reacção mas cuja diferente 
conformação conduz a uma diferente migração num campo eléctrico (electroforese). Podem ser 
aplicadas como marcadores bioquímicos que fornecem informação indirecta da variação genética. É 
um dos marcadores moleculares menos dispendioso e rápido, no entanto apresenta muito baixa 
variabilidade. Foram aplicados em inúmeros estudos de variabilidade genética e de estrutura 
populacional (Murphy et al, 1996) 
 
O aparecimento das enzimas de restrição e mais tarde da Polimerase Chain Reaction (PCR) (Mullis 
& Faloona, 1987; Saiki et al., 1988) permitiu analisar directamente o DNA. A técnica de Restriction 
Fragment Length Polymorphism (RFLP) baseia-se em detectar sequências específicas de DNA que 
foram fragmentadas, por meio de enzimas de restrição, e que podem ser separada por electroforese, 
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permitindo obter padrões específicos para cada locus. Constitui um marcador co-dominante que pode 
ser aplicado no mapeamento do genoma, na análise de variabilidade de genótipos e no diagnóstico de 
doenças hereditárias. A sua maior limitação é o facto de ser uma técnica morosa e dispendiosa 
(Dowling et al, 1996). 
 
O marcador molecular Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) é baseado na amplificação 
aleatória por PCR de fragmentos de DNA, não requerendo qualquer conhecimento específico da 
sequência de DNA em estudo. É uma tecnologia bastante acessível. No entanto, a principal limitação 
dos marcadores RAPD é o baixo conteúdo de informação genética por locus e o facto de ser um 
método que depende de todos os factores inerentes à técnica de PCR, não sendo consistentemente 
reprodutível (Turner, P.C. et al, 1998). 
 
A técnica de Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP) é uma tecnologia recente (Zabeau 
& Vos, 1993) que tem a capacidade de detectar polimorfismos, em diferentes regiões do genoma. A 
técnica de AFLP é baseada na amplificação de sequências de DNA previamente fragmentadas por 
enzimas de restrição. O AFLP é um marcador altamente sensível e tem sido aplicado na identificação 
de variabilidade genética, em testes de paternidade, em mapeamento genético e em genética 
populacional (Bonin, 2005). 
 
O desenvolvimento da tecnologia de sequenciação de Sanger veio permitir determinar a ordem das 
bases de nucleótidos numa molécula de DNA, conduzindo a uma informação directa sobre a variação 
genética. Estas tecnologias tem sido abundantemente utilizada na investigação biológica e consiste 
na síntese de cadeias simples de DNA. A síntese começa sempre num ponto definido por um primer 
e termina por incorporações de nucleótidos de finalização, sendo sintetizadas uma série de cadeias de 
DNA com um nucleótido de diferença. Hoje em dia a sequenciação automática utiliza marcação 
fluorescente dos nucleótidos, os quais são detectados por um laser ao longo de uma corrida 
electroforética. Esta técnica fornece a melhor informação possível em termos genéticos, pois a 
própria sequência de bases é analisada, mas é bastante dispendiosa e é muito limitada em termos de 
número de bases e de número de genes e indivíduos possível de analisar com um orçamento reduzido 
(Hillis et al, 1996). 
 
O marcador Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) caracteriza-se por detectar as mais frequentes 
formas de variação genéticas que podem ocorrer no genoma. Esta técnica é aplicada em estudo de 
mapeamento genético, e na identificação de genes e diferenças genéticas que podem determinar uma 
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doença. A sua maior limitação é o elevado custo de isolamento e o baixo conteúdo informativo num 
único SNP (Morin et al, 2004). 
 
Com o desenvolvimento das tecnologias ocorridas nos últimos anos surgiu outro tipo de 
sequenciação, a Next Generation Sequencing (NGS), sequenciação em massa que traz novas 
perspectivas na sequenciação de genomas de diversificados organismos, e que irá permitir a obtenção 
de uma grande quantidade de dados, implicando novos desafios na análise bioinformática. A redução 
de custos que se prevê com a massificação desta nova tecnologia abre novos caminhos para a 
investigação biológica e biomédica (Shendure&Ji, 2008). 
 
A escolha dos marcadores moleculares a utilizar depende da hipótese biológica em questão, tendo 
em conta as vantagens e limitações de cada classe de marcador disponível. O presente estudo foca-se 
no desenvolvimento de marcadores moleculares altamente polimórficos, os microssatélites, os quais 
irão ter maior destaque no capítulo que se segue. 
 
1.2. Microssatélites 
 
Microssatélites são sequências curtas repetidas em tandem, distribuídas relativamente ao acaso pelo 
genoma dos eucariotas (Schlötterer, 2004). São marcadores abundantes que cobrem uma vasta 
extensão no genoma encontrando-se em regiões codificantes e não codificantes do genoma, no 
entanto é na região não codificante que existem com mais frequência (Goldstein&Schlötterer, 1999). 
 
Os microssatélites, também designados por STRs (Short Tandem Repeats) ou por SSRs (Simple 
Sequence Repeats) (Chambers & MacAvoy, 2000), são um dos marcadores moleculares mais 
polimórficos, decorrente das altas taxas de mutação, que variam entre 10
-2
 a 10
-6
 por geração 
(Ellegren, 2004). São constituídos por uma unidade de repetição, com um comprimento de 1 a 6 
pares de bases que o compõe, assim se denominam de mononucleotido [e.g. (G)n], dinucleotido [e.g. 
(GA)n], trinucleotido [e.g. (GAT)n], tetranucleotido [e.g. (GATA)n], pentanucleotido [e.g. 
(GATAC)n] ou hexanucleotido [e.g. (GATACA)n]. 
 
O principal mecanismo de mutação dos microssatélites envolve o deslizamento (slippage) da DNA 
polimerase. De acordo com o modelo de slippage (Figura 1), após o início da replicação ocorre a 
dissociação das cadeias. Quando a nova cadeia tenta o emparelhamento à cadeia molde, há muitas 
cópias idênticas à unidade de repetição, o que poderá levar ao emparelhamento incorrecto à cadeia 
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molde com a eliminação ou inserção de unidades de repetição (Ellegren, 2004). Este tipo de mutação 
faz com que os microssatélites exibam um alto grau de polimorfismo. Há dois principais modelos de 
mutação que são utilizados como base de explicação da relação entre os alelos: modelo stepwise, em 
que cada mutação adiciona ou elimina uma única unidade repetitiva e o modelo infinite allele, em 
que cada mutação origina um novo alelo (Jarne & Lagoda, 1996). Para além da adição/deleção de 
unidades repetitivas, podem também ocorrer substituições, conduzindo a microssatélites imperfeitos, 
por exemplo ”…GTGTGTCGTGTGTGTG…”. São microssatélites complexos quando a sequência 
repetitiva é interrompida por uma sequência de bases repetidas mas diferentes às que compõem a 
unidade de repetição, por exemplo”…GTGTGTAAAGTGTGT…” (Chambers & MacAvoy, 2000). 
 
Figura 1: Método de Slippage (adaptado de Ellegren, 2004)  
 
Os microssatélites apresentam-se flanqueados por sequências, pelo que podem ser amplificados 
individualmente através da técnica de PCR. As técnicas de multiplexing permitem amplificar e 
genotipar vários loci ao mesmo tempo (Chaix et al, 2002), reduzindo tempo e custos. Os diferentes 
alelos são detectados pela diferença de tamanhos durante a electroforese e as tecnologias de análise 
de fragmentos baseadas em detecção de fluorescência automática permitem também um 
processamento eficaz e rápido das amostras (Masi et al, 2003). 
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Os microssatélites quando comparados com outros marcadores apresentam inúmeras vantagens: 
 São abundantes no genoma de eucariotas, permitindo uma representatividade elevada quando 
muitos loci são utilizados, pelo que são os marcadores de eleição no mapeamento genético (p. 
ex., Zhan et al, 2009) e em estudos de associação com o fenótipo (p. ex., Pascoal et al, 2009). 
 Sendo altamente polimórficos, permitem obter informação sobre pedigrees (p. ex., Narkuti et 
al, 2007) e sobre genética populacional. 
 São reprodutíveis, apesar de poder haver erros de genotipagem associados e que têm de ser 
tidos em conta (p. ex., Selkoe & Toonen, 2006). 
 São co-dominantes, o que permite avaliar os níveis de heterozigotia. 
 São em geral marcadores neutrais (Ellegren, 2004). 
 Sendo baseados em amplificação por PCR com pequena quantidade de tecido consegue-se 
amplificar o DNA necessário para ser aplicado na técnica (Vermeulen et al, 2009) 
 As zonas flanqueantes dos microssatélites são muitas vezes conservadas entre espécies 
próximas, pelo que os primers desenvolvidos para uma espécie podem ser aplicados noutras 
(Selkoe & Toonen, 2006). 
 
No entanto, apresenta como desvantagens (Chambers & MacAvoy, 2000; Schlötterer, 2004; Selkoe 
& Toonen, 2006) 
 O trabalho, o tempo e os custos necessários para o desenvolvimento deste tipo de marcador. 
 A sua análise vai ser influenciada pelo número de loci estudados. 
 Ocorrência de homoplasia (alelos com idêntico tamanho mas com origem histórica diferente) 
conduzirá à subestimação de divergências genéticas entre populações afastadas. 
 A presença de alelos nulos (alelos que não amplificam por mutação na zona de ligação do 
primer usado na PCR) pode complicar a interpretação da frequência alélica dos microssatélites  
 
1.2.1. Isolamento de Microssatélites 
 
O isolamento dos microssatélites pode ser realizado utilizando diversas metodologias, no entanto a 
técnica mais comum tem sido a construção de bibliotecas genómicas enriquecidas para 
microssatélites (Zane et al, 2002). Para se fazer uma biblioteca genómica representativa, o DNA 
deve ser purificado e fragmentado aleatoriamente em fragmentos, por restrição enzimática, e os 
fragmentos de tamanho adequado são seleccionados e de seguida ligados a um vector plasmídeo que 
irá ser incorporado em bactérias que irão crescer em meio adequado. Segue-se a triagem das colónias 
para identificar a presença de microssatélites e desenham-se os primers na região flanqueante. Estes 
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são testados e são seleccionados os microssatélites polimórficos (Zane et al, 2002). Acrescentando 
um passo de enriquecimento para a presença de microssatélites através da utilização de uma sonda 
repetitiva, é possível aumentar a eficiência deste processo. 
 
Uma metodologia crescentemente aplicada para obter microssatélites consiste na sua identificação 
em bases de dados de sequências de genes e de Expressed Sequence Tags (EST) (Tang 2008; Duran 
et al, 2009). No entanto, isto é apenas possível nas espécies para as quais tais bases de dados estão já 
disponíveis. 
 
1.3. Espécies em Estudo 
 
Neste trabalho o isolamento de microssatélites foi realizado para duas espécies animais, as quais 
surgem em ambientes humanizados e para os quais existe o interesse em estudar a genética de 
populações. As espécies estudadas serão Periplaneta americana (barata americana), uma espécie 
praga com grande impacto económico e na saúde humana, e Chamaeleo chamaeleon (camaleão), 
uma espécie cujas populações ibéricas se encontram em habitats ameaçados pela actividade humana. 
 
1.3.1. Periplaneta americana (Linnaeus) (Insecta, Dictyoptera, Blattodea, Blattidae (Chinery, 
1993)) 
 
As baratas são dos insectos mais antigos, tendo surgido há aproximadamente 300 milhões de anos 
(McGavin, 2001) e são dos grupos de insectos mais conhecidos pela repulsa que causam nos seres 
humanos, apesar de apenas 1% (cerca de 40) das espécies serem praga, 20 das quais causadoras de 
um impacto significativo. A maioria das baratas são benéficas e associadas à manta morta de bosques 
e florestas (McGavin, 2001; Zorzenon, 2002). 
 
As espécies mais significantes para o homem são Blatta orientalis (barata oriental), Periplaneta 
americana (barata americana) (Figura 2) e Blattella germanica (barata alemã) (Bennet, 1977) (Piper 
et al., 1983). 
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Figura 2: Barata americana – Periplaneta americana (Foto de Ondrej Zicha) [1] 
 
Distribuição/Habitat 
 
As baratas caracterizam-se por uma enorme adaptabilidade a praticamente todos os habitats do 
nosso planeta, no entanto os seus locais de origem são sempre regiões tropicais ou equatoriais. As 
características ambientais que exercem maior influência sobre as populações de baratas são a 
temperatura e a humidade. Contudo, as suas exigências alimentares são quase inexistentes, pois 
comem praticamente tudo, inclusive celulose, chegando a sobreviver a três dias sem água e dois 
meses sem comida. Por estas razões, as habituações humanas são excelentes lugares para elas, dado 
que costumam ser locais quentes, húmidos e com grandes quantidades de matéria que facilmente se 
transformam em alimentos, em especial os lixos e os resíduos. A espécie Periplaneta americana 
(barata americana) é encontrada, frequentemente, em restaurantes, supermercados e armazéns de 
alimentos, no entanto esta espécie é conhecida por invadir as habitações através do sistema de 
esgotos, e sempre que há desinfestações elas abrigam-se nas cozinhas e casas de banho (Bennet, 
1977) (Piper et al., 1983). 
 
A barata americana é originária de África, de onde colonizou o resto do planeta graças à acção 
humana. Na maior parte da sua área de distribuição, todo o mundo, converteu-se em comensal do 
homem, a quem pode provocar graves problemas tanto pela sua tendência em estragar os alimentos 
armazenados como pela facilidade em funcionar como vector de diversas doenças (Bell & Adiyodi, 
1981). 
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Modo de reprodução/Desenvolvimento 
 
As baratas apresentam metamorfoses simples, isto é, os estados imaturos, denominados de ninfas, são 
semelhantes ao estado adulto (hemimetabolia). A diferença entre as ninfas e os adultos reside, 
basicamente, nas asas, ausente nas ninfas, e na maturação dos órgãos sexuais, não desenvolvidos nas 
ninfas (Bennet, 1977) (Piper et al., 1983). 
 
A barata americana coloca os seus ovos contidos numa cápsula quitinosa, denominada de ooteca, 
em locais abrigados, como fendas nas paredes das casas, sob pedras e na vegetação, e muitas vezes 
são cobertos com detritos, para manter a humidade e evitar possíveis predadores. No auge do período 
reprodutivo a fêmea pode colocar duas ooteca por semana, tendo cada ooteca 16 ovos. A duração do 
estágio de ovo é de aproximadamente 5 semanas a 29ºC ou 15 meses a uma temperatura inferior 
(Bell & Adiyodi, 1981).  
 
Impacto na Saúde Publica 
 
Devido à sua alta adaptabilidade, capacidade reprodutiva e à quantidade de abrigos e alimentos 
encontrados em áreas urbanas, as várias espécies de baratas proliferam com grande facilidade e 
rapidez, causando um grande incómodo e desconforto para os humanos (Zorzenon, 2002). 
 
Durante a busca ao alimento, o corpo das baratas entra em contacto com uma enorme variedade de 
matérias, muitas delas infestadas de organismos patogénicos, entre os quais se destacam os fungos e 
algumas bactérias, em especial a salmonela (Frishman et al, 1977) (Tatfeng et al, 2005). Para além 
de serem vectores de agentes patogénicos, são capazes de provocar doenças ou de agravar o estado 
de saúde de determinadas pessoas (Bennet, 1977) (Piper et al., 1983), por exemplo os graves ataques 
de asma provocados pelos excrementos das baratas (Togias et al., 1997). Por esse motivo a luta 
contra as baratas tem sido uma actividade a que se tem dedicado muito esforço. São numerosos os 
produtos químicos que se desenvolveram para eliminá-las, como os piretróides (usuais insecticidas 
domésticos), os inorgânicos e os reguladores de crescimento de insectos (Jones, 2008). 
 
Importância da Aplicação dos Microssatélites 
 
Na espécie Periplaneta americana, até à data, não existem microssatélites publicados. O seu 
desenvolvimento constitui, por isso, o primeiro passo para mais tarde aplicá-los no estudo da 
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estrutura genética das populações e dos padrões de dispersão da espécie. Estudos deste tipo poderão 
indicar estratégias de controlo específico da praga, que poderão ser importantes para melhorar as 
estratégias já existentes (Rust et al., 1991). Para uma outra espécie praga de barata, Blattella 
germanica (barata vermelha ou alemã, pertencente a uma outra Família, Blattelidae), existem 
microssatélites já caracterizados (Booth et al., 2007) quer em ambiente urbano (Crissman et al., 
2007) quer em ambiente agrícola (Booth et al., 2007). Também existem microssatélites 
caracterizados para uma espécie não-praga de baratas presentes na manta dos bosques, Panesthia 
australis (barata australiana), pertencente a uma outra família, Blaberidae (Runciman et al., 2006). 
Tendo em conta que as Famílias de baratas apresentam milhões de anos de divergência entre elas (Lo 
et al., 2007) é muito pouco provável que os primers desenhados para a amplificação de 
microssatélites para estas espécies funcionem na Periplaneta americana que pertence uma família 
diferente. 
 
1.3.2. Chamaeleo chamaeleon (Linnaeus) (Reptilia, Squamata, Sauria, Chamaeleonidae) 
 
O camaleão, Chamaeleo chamaeleon, é representante mais setentrional da família Chamaeleonidae. 
Existem cerca de oitenta espécies de camaleão, a maior parte delas situadas no continente Africano 
(Miraldo et al, 2005). Os camaleões são famosos pela sua alegada habilidade em trocar de cor 
conforme o ambiente, pela sua língua rápida e alongada, e pelos seus olhos, que podem ser movidos 
independentemente um do outro (Figura 3) (Martin, 1992). 
 
Figura 3: Adult, Quelfes, Algarve, Portugal, Maio 1997 (Foto de Jan Van Der Voort)[2] 
 
Distribuição/Habitat 
 
Existem referências de populações da espécie Chamaeleo chamaeleon (camaleão) no sul da Europa 
(Portugal, Espanha, Grécia), em algumas ilhas mediterrânicas (Chipre, Malta, Sicília e Creta), no 
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norte de África (Marrocos, Argélia, Tunísia, Líbia e Egipto), e Próximo e Médio Oriente (Turquia, 
Líbano, Israel, Arábia Saudita, Síria e Yémen) (Blasco, 1985; Martin, 1992; Hillenius, 1978). 
O estudo do gene 16S ribossomal do DNA mitocondrial nesta espécie sugere que as populações de 
camaleões existentes na Península Ibérica foram fundadas por camaleões vindos do norte de África, 
mais concretamente terão ocorrido duas colonizações distintas, uma a partir de populações 
mediterrânicas do Norte de África, a qual originou a população de Malága, e a outra de populações 
da costa atlântica do Norte de África, a qual originou as populações de Cádiz, Huelva e Algarve. 
Estas colonizações deverão ter sido recentes e mediadas pelo Homem (Paulo et al., 2002). 
 
O Chamaeleo chamaeleon costuma viver nas florestas, nas áreas de semi-deserto, nas praias, nos 
oásis e nas zonas costeiras (Bartlett & Bartlett, 1995). Em Portugal esta espécie está associada a 
habitats em estreita ligação com povoados e actividades agrícolas e silvícolas humanas, 
nomeadamente pinhais, pomares e vinhas, respondendo a alterações de habitat induzidas ou causadas 
directamente pela população humana, concretamente a sua fragmentação por urbanização e pela 
deterioração da qualidade dos habitats que acaba por levar à extinção dos pequenos núcleos 
resultantes (Malkmus, 2004) 
 
Estado de conservação 
 
As populações de camaleão em Portugal localizam-se na sua maior parte numa faixa estreita ao 
longo do litoral que, devido à contínua e crescente urbanização, tem vindo a ser interrompida e 
degradada. Por esta razão, determinados núcleos populacionais têm ficado isolados e os habitats mais 
adequados para a espécie têm vindo a desaparecer ou a alterar-se em virtude da sua utilização por 
parte do Homem (Pinto et al, 1995). A maior ameaça aos habitats utilizados pelo camaleão é a 
incessante pressão urbanística e turística (Mellado et al, 2001). Em muitos casos, as populações 
sofrem elevada fragmentação, o que pode trazer consequências negativas que se reflectem nos 
parâmetros de variabilidade genética. É importante a análise genética dessa espécie, quer devido à 
importância do conhecimento da variabilidade genética em termos de conservação, quer num 
contexto mais académico, pela possibilidade de conhecer a origem e o grau de diferenciação genético 
entre as populações de portuguesas, africanas e espanholas (Padilla et al, 2004). 
 
Em Portugal esta espécie encontra-se na categoria Pouco Preocupante (LC) segundo o Livro 
Vermelho dos Vertebrados de Portugal (Cabral et al., 2005), no entanto existe um Plano de 
Ordenamento da Reserva Natural do Sapal de Castro Marim e Vila Real de Santo António que está a 
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ser executado para desenvolver, futuramente, acções de conservação da espécie por parte do ICNB 
(Instituto de Conservação da Natureza e da Biodiversidade), de centros de investigação e 
universidades (Beja et al, 2007). Em Espanha está catalogada como quase ameaçada. Os principais 
factores de ameaça da sua extinção são a destruição dos seus habitats, a morte de exemplares nas 
estradas, predação de animais domésticos, a perseguição humana e o tráfico ilegal da espécie 
(Miraldo et al, 2005) (Malkmus, 2004). 
 
Importância da Aplicação dos Microssatélites 
 
Na espécie Chamaeleo chamaeleon, até à data, não existem estudos publicados de microssatélites. 
O isolamento de microssatélites nesta espécie é relevante uma vez que a análise destes irá permitir, 
posteriormente, avaliar a variabilidade, diferenciação e fluxos genéticos entre núcleos populacionais, 
de modo a melhor planear eventuais medidas de conservação, tal como realizado em inúmeras 
espécies ameaçadas (p. ex., Kraaijeveld-Smit et al., 2002) 
 
2. Objectivos 
 
Com este trabalho pretende-se obter marcadores moleculares altamente variáveis, os 
microssatélites, que poderão ser posteriormente utilizados em estudos de variabilidade e 
diferenciação genética populacional em duas espécies animais, uma com grande impacto na 
sociedade humana (barata americana, Periplaneta americana) e outra que, por sua vez, sofre impacto 
da actividade humana (camaleão, Chamaeleo chamaeleon). 
 
Para cada uma das espécies utilizadas os objectivos serão: 
 Desenvolver uma biblioteca genómica enriquecida para microssatélites; 
 Desenhar e testar primers para os microssatélites encontrados; 
 Caracterizar a variabilidade genética dos microssatélites num estudo piloto para cada uma das 
espécies. 
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3. Material e Métodos 
 
3.1. Área de Estudo 
 
Os locais amostrados para a espécie Periplaneta americana, foram 7 em Portugal Continental, 1 no 
arquipélago da Madeira e 2 em Marrocos (Figura 4 e Quadro 2). 
Os locais amostrados para a espécie Chamaeleo chamaeleon foram 5 no sul de Portugal, 3 no sul de 
Espanha e três em Marrocos (Figura 5 e Quadro 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Mapa da área de amostragem da espécie Periplaneta americana  
 
 
 
 
 
 
13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Mapa da área de amostragem da espécie Chamaeleo chamaeleon. 
 
3.2. Amostragem 
 
As baratas foram apanhadas manualmente nos anos de 2006 a 2008, e conservadas em álcool etílico 
a 100%. A identificação da espécie foi feita com base na morfologia, pois a sua discriminação é 
simples quando comparada com as outras espécies praga. No entanto, no caso das baratas capturadas 
no Funchal que apresentavam maior variabilidade morfológica foi necessário recorrer a uma 
identificação morfológica mais rigorosa levada a cabo pelo entomólogo Professor José Alberto 
Quartau (Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa). Adicionalmente, um segmento do gene 
mitocondrial citocromo oxidase I (COI) que serve para fazer a bioidentificação global no sistema 
animal (Hebert et al, 2003), foi sequenciado e comparado com as sequências disponíveis no 
Genebank, confirmando-se a identificação. 
Os camaleões foram amostrados sob licença, tendo as amostras de tecido das falanges sido 
preservadas em álcool etílico a 100%. As amostras colectadas de 1994 a 2000 já se encontravam sob 
forma de DNA extraído e congelado a -20ºC. 
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Após a captura das amostras, estas foram transportadas para o laboratório de genética da Faculdade 
de Ciências da Universidade de Lisboa. 
Ao todo foram colectadas 30 amostras de Periplaneta americana (Quadro 2) e 30 amostras de 
Chamaeleo chamaeleon (Quadro 3). 
Quadro 2: Lista de Amostras de Barata Americana, Periplaneta americana. 
Nomenclatura Localização Data Colector 
FUN1 Funchal, Madeira, Portugal 30.08.06 J.A.Quartau 
FUN2 Funchal, Madeira, Portugal 30.08.06 J.A.Quartau 
FUN3 Funchal, Madeira, Portugal 30.08.06 J.A.Quartau 
FUN4 Funchal, Madeira, Portugal 10.07.08 J.A.Quartau 
FUN5 Funchal, Madeira, Portugal 10.07.08 J.A.Quartau 
FUN6 Funchal, Madeira, Portugal 30.08.06 J.A.Quartau 
RES1 Restelo, Lisboa, Portugal 15.06.09 S.Seabra 
TEL1 Telheiras, Lisboa, Portugal 21.06.08 I.Satar 
TEL2 Telheiras, Lisboa, Portugal 21.06.08 I.Satar 
TEL3 Telheiras, Lisboa, Portugal 21.06.08 I.Satar 
TEL4 Telheiras, Lisboa, Portugal 21.06.08 I.Satar 
TEL5 Telheiras, Lisboa, Portugal 21.06.08 I.Satar 
TEL6 Telheiras, Lisboa, Portugal 21.06.08 I.Satar 
PRI1 Prior Velho, Loures, Portugal 16.06.09 A.Cabedo 
PRI2 Prior Velho, Loures, Portugal 16.06.09 A.Cabedo 
SET1 Setúbal, Portugal 03.07.08 I.Satar 
SET2 Setúbal, Portugal 03.07.08 I.Satar 
SET3 Setúbal, Portugal 03.07.08 I.Satar 
SET4 Setúbal, Portugal 03.07.08 I.Satar 
SET5 Setúbal, Portugal 03.07.08 I.Satar 
POR1 Portimão, Algarve, Portugal 05.08.09 E.Marabuto 
VIL1 Vilamoura Algarve, Portugal 21.07.09 E.Marabuto 
VIL2 Vilamoura Algarve, Portugal 23.07.09 E.Marabuto 
VIL3 Vilamoura Algarve, Portugal 30.07.09 E.Marabuto 
VIL4 Vilamoura Algarve, Portugal 30.07.09 E.Marabuto 
VIL5 Vilamoura Algarve, Portugal 30.07.09 E.Marabuto 
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MEK1 Meknés, Marrocos, África 26.07.08 A.Castelo 
TAL1 Taliouine Marrocos, África 28.07.08 A.Castelo 
TAL2 Taliouine Marrocos, África 28.07.08 A.Castelo 
TAL3 Taliouine Marrocos, África 28.07.08 A.Castelo 
 
Quadro 3: Lista de Amostras de Camaleão, Chamaeleo chamaeleon. 
Nomenclatura Localização Data Colector 
ALG1 Monte Gordo, Algarve, Portugal 1995 O.Paulo 
ALG2 Cacela Velha Algarve, Portugal 1995 O.Paulo 
ALG3 Retur, Algarve, Portugal 1994 O.Paulo 
ALG5 Cacela Velha, Algarve, Portugal 1997 O.Paulo 
ALG7 Castro Marim, Algarve, Portugal 1996 O.Paulo 
ALG10 Monte Gordo, Algarve, Portugal 1997 O.Paulo 
SS1 Ilha da Armona, Algarve, Portugal 03.11.07 N.Marques 
SS2 Ilha da Armona, Algarve, Portugal 04.11.07 N.Marques 
SS3 Cacela Velha, Algarve, Portugal 08.11.07 N.Marques 
SS5 Monte Gordo, Algarve, Portugal 08.11.07 N.Marques 
HUE1 Huelva, Espanha 2000 O.Paulo 
HUE2 Huelva, Espanha 2000 O.Paulo 
HUE3 Huelva, Espanha 2000 O.Paulo 
HUE4 Huelva, Espanha 2000 O.Paulo 
CAD1 Cádis, Espanha 2000 O.Paulo 
CAD2 Cádis, Espanha 2000 O.Paulo 
CAD3 Cádis, Espanha 2000 O.Paulo 
CAD4 Cádis, Espanha 2000 O.Paulo 
MAL1 Málaga, Espanha 1999 O.Paulo 
MAL2 Málaga, Espanha 1999 O.Paulo 
MAL3 Málaga, Espanha 1999 O.Paulo 
ELJ1 El Jadida, Marrocos, África 2000 O.Paulo 
ELJ2 El Jadida, Marrocos, África 2000 O.Paulo 
ELJ3 El Jadida, Marrocos, África 2000 O.Paulo 
ESS1 Essaouira, Marrocos, África 2000 O.Paulo 
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ESS2 Essaouira, Marrocos, África 2000 O.Paulo 
ESS3 Essaouira, Marrocos, África 2000 O.Paulo 
ERF1 Erfoud, Marrocos, África 2000 O.Paulo 
ERF2 Erfoud, Marrocos, África 2000 O.Paulo 
ERF3 Erfoud, Marrocos, África 2000 O.Paulo 
 
3.3. Isolamento de Microssatélites 
 
O método aplicado no isolamento dos microssatélites para as espécies em estudo baseou-se nos 
protocolos de Hammond et al. (1998), Bloor et al. (2001), Glenn & Schable (2005) e Hamilton et al 
(2005) (Figura 6) e descreve-se em termos gerais de seguida. O protocolo detalhado encontra-se no 
Anexo I 
 
3.3.1. Extracção de DNA 
 
A extracção do DNA da barata foi efectuada a partir do tecido muscular do fémur da pata posterior, 
utilizando o kit de extracção PeqGold Tissue DNA Minikit (PeqLab) segundo o protocolo do 
fabricante. No camaleão foi efectuada a extracção de DNA a partir do tecido muscular das falanges 
utilizando o kit de extracção NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel). Foi utilizado para a construção 
de cada biblioteca genómica o DNA de apenas um indivíduo (que foi escolhido de entre 8 que foram 
extraídos), após se confirmar em gel de agarose a 1% e corado com brometo de etídeo que o DNA 
era de elevado peso molecular e em quantidade suficiente, por comparação com valores padrão 
(lambda standards). 
 
3.3.2.Preparação do DNA para o enriquecimento 
 
Após a extracção procedeu-se à digestão do DNA, com a enzima de restrição, RsaI (Promega), 
responsável pela fragmentação do DNA. De seguida procedeu-se à ligação de adaptadores 
SuperSNX24 (Glenn et al., 2005) às zonas terminais dos fragmentos de DNA, os quais 
posteriormente irão servir para ligação do primer aquando do PCR de ligação. No transiluminador 
verificou-se a corrida no gel de agarose a 1,2% e cortou-se a secção do gel entre os 500 e os 1000 
pares de bases. Esta selecção permite obter fragmentos suficientemente pequenos para sequenciar, ao 
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mesmo tempo que permitem que se tenha sequências de DNA suficientes a flanquear os 
microssatélites, a partir das quais se vai desenhar os primers para amplificação. 
 
3.3.3. Enriquecimento 
 
Após a preparação do DNA procedeu-se ao passo de enriquecimento, o qual consiste na captura de 
fragmentos de DNA com microssatélites, eliminando-se todos os outros fragmentos. Recorrendo a 
uma sonda biotinilada composta por uma sequência repetitiva, efectuou-se a hibridação do DNA com 
a sonda, e de seguida realizou-se a captura da biotina das sondas com a streptavidina presente numas 
beads (Dynabeads, Invitrogen), as quais se ligam a um magneto. Isto permite que os fragmentos de 
DNA com zonas repetitivas complementares da sonda fiquem retidos e todos os outros sejam 
removidos, por meio de lavagens. As sondas biotiniladas escolhidas para este trabalho foram (CA)12 
e (AGAT)8, sendo que a sonda (AGAT)8 foi usada só na barata americana. O DNA enriquecido foi 
então amplificado por PCR utilizando como primers os adaptadores previamente ligados aos 
fragmentos. 
 
3.3.4. Clonagem 
 
O DNA enriquecido e amplificado foi incorporado num vector de clonagem. Uma vez ligado ao 
vector, o DNA passa a ser conhecido como insert. O vector com o insert é então incorporado em 
bactérias E. coli que são colocadas a crescer em meio adequado. A clonagem no camaleão foi 
inicialmente efectuada usando o CloneJET™ PCR Cloning Kit (Fermentas) com os vectores pjet 
1.2/bluntcloning vector, incorporados de seguida em bactérias E. coli com o kit TransformAid™ 
Bacterial Transformation Kit (Fermentas). Dada a ineficiência desta primeira clonagem, as seguintes 
foram realizadas com o Topo TA Cloning-Kit for Sequencing (Invitrogen) com o vector pCR ® 4-
TOPO ®, o qual foi incorporado nas bactérias E.coli One shot Top 10 (Invitrogen) por um protocolo 
de transformação química. Ambos os vectores contêm um gene letal, que é interrompido aquando da 
ligação com o insert, pelo que todas as bactérias não recombinantes não crescem, dando-se apenas a 
proliferação das bactérias onde foi incorporado o vector. As colónias que cresceram foram 
individualizadas e utilizadas para posterior sequenciação. As bibliotecas genómicas construídas 
foram armazenadas a -80ºC, depois de colocadas em glicerol. 
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3.3.5. Sequenciação dos inserts e desenho dos primers 
 
Para cada uma das colónias, os inserts foram amplificados por PCR utilizando primers universais 
correspondentes às zonas do vector que flanqueiam o insert. Os fragmentos amplificados foram 
purificados e sequenciados, alguns dos quais na empresa externa, Macrogen Inc, e outras no 
laboratório de genética da Faculdade de Ciências no sequenciador ABI 310 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems). Após a sequenciação, as amostras foram analisadas no programa Sequencher 
4.05 (GeneCodes), no qual se fez o alinhamento da reacção forward com a reverse, e onde se retirou 
as sequências correspondentes ao vector e aos adaptadores. Feitos esses ajustes analisaram-se as 
sequências e seleccionaram-se todas as que continham microssatélites para posterior desenho dos 
primers. Determinadas as sequências com microssatélites efectuou-se um BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) no NCBI para detectar eventuais homologias com genes ou outras regiões 
conhecidas e eventuais contaminações com espécies utilizadas no laboratório e com DNA humano. 
O desenho dos primers foi feito com o uso do software Perl Primer v.1.1.17, tendo em conta os 
seguintes parâmetros: (1) concentração do conteúdo de GC entre 40-60%, (2) primers com um 
tamanho entre 17-24 bases, (3) uma diferença de melting temperature entre os primers forward e o 
reverse de 0,5 a 3ºC, (4) primers com uma amplitude entre os 100-400 bases e com uma distância 
mínima dos microssatélites de 20 bases. 
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Figura 6: Esquema do Isolamento de Microssatélites (adaptado de Zane et al., 2002) 
 
3.4. Genotipagem 
 
Os primers desenhados foram encomendados à empresa Stabvida e procedeu-se ao seu teste e à 
optimização das condições de amplificação por PCR num teste piloto que incluiu 30 indivíduos de 
cada espécie. O DNA das amostras das baratas americanas foi extraído com o kit E.Z.N.A Tissue 
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DNA Purification kit (Omega, biotek), enquanto as amostras dos camaleões já se encontravam 
extraídas e o DNA armazenado no laboratório a -20°C. 
Foram adoptados dois métodos distintos para a marcação dos fragmentos amplificados com 
fluorescência: um mais tradicional, em que cada um dos primers forward foi encomendado marcado 
com fluorescência, e outro método em que se utilizam umas caudas marcadas com fluorescência 
(Figura 7) que vão hibridar com um dos primers, o qual possui uma sequência complementar à 
cauda na sua extremidade 5’(Schuelke, 2000; Missiaggia & Grattapaglia, 2006; Venkatesan et al, 
2007). Este último método de genotipagem permite uma poupança no número de primers 
encomendados com marcação de fluorescência, pois a mesma cauda marcada com fluorescência 
pode ser utilizada para a marcação de diferentes loci. A marcação fluorescente foi feita na 
terminação 5’ do primer ou da cauda com 6-carboxy-fluorescine (FAM) ou hexachloro-6-carboxy-
fluorescine (HEX). A sequência de bases das caudas é a seguinte: “5’-
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT-3” (Venkatesan et al, 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Método das caudas marcadas com fluorescência (adaptado de Schuelke, 2000) 
 
As condições gerais de amplificação nos casos em que se utilizaram primers forward marcados 
foram: numa reacção de volume 10 μl: 1xTaq Buffer (Fermentas), 1 mM de MgCl2 (Fermentas), 
0,15 mM de dNTP’s (Bioline), 0,1 μM de cada primer, 0,025 U de GoTaq (Promega) e 1μl de DNA. 
Os ciclos de amplificação tiveram uma desnaturação inicial de 2 minutos a 94°C, seguidos de 30 
ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos à Temperatura de emparelhamento do primer (ver 
Quadro 4) e 45 segundos a 72°C, terminando com 10 minutos a 72°C. 
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Para os casos em que se utilizou o método das caudas marcadas, a PCR teve as seguintes condições 
de amplificação numa reacção de volume 10 μl: 1xTaq Buffer (Fermentas), 1,5 mM de MgCl2 
(Fermentas), 0,2 mM de dNTP’s (Bioline), 0,5 μM da cauda (HEX ou FAM), 0,2 μM de primer 
forward, 0,5 μM de primer reverse, 0,025 U de GoTaq (Promega) e 1μl de DNA. Os ciclos de 
amplificação tiveram uma desnaturação inicial a 5 minutos a 94°C, seguidos de 10 ciclos de 30 
segundos a 94°C, 1 minuto à temperatura de emparelhamento dos primers (ver Quadro 3 e 4) e 30 
segundos a 72°C, seguidos de 25 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto à temperatura de 
emparelhamento da cauda (Quadro 3 e 4) e 30 segundos a 72°C terminando com 10 minutos a 72°C. 
 
Os alelos foram separados por electroforese em capilar num ABI 310 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems) juntamente com o marcador de tamanho GeneScan Rox Size Standard (Applied 
Biosystems). Os produtos de PCR foram corridos em multiplex, ou seja, diferentes loci 
microssatélites que apresentassem diferentes tamanhos e cores de fluorescência foram corridos em 
simultâneo. Os electroferogramas obtidos foram analisados utilizando o software GeneMapper
®
 3.7 
(Applied Biosystems), o qual permite obter automaticamente os tamanhos dos alelos por comparação 
com o marcador de tamanho. A visualização dos picos de fluorescência e comparação entre os vários 
indivíduos permitiu determinar quais os verdadeiros alelos de microssatélites. 
 
3.5. Análise da variabilidade 
 
A variabilidade genética dos vários loci microssatélites foi analisada a nível de número de alelos 
em cada locus, e de heterozigotia esperada e observada, utilizando o programa GENETIX 4.05.02 
(Belkhir, Laboratoire Genome, Populations, Interactions, CNRS Montpellier). Os desvios ao 
equilíbrio de Hardy-Weinberg foram testados no programa GENEPOP 4.0 (Raymond & Rousset, 
1995). 
 
4. Resultados 
 
4.1.Isolamento de Microssatélites 
 
No estudo da barata americana obteve-se três bibliotecas genómicas, duas utilizando a sonda (CA)12 
e uma utilizando a sonda (AGAT)8. Das colónias isoladas, 276 foram sujeitas a amplificação por 
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PCR. Destas, 83 foram sequenciadas, e 38 continham microssatélites (enriquecimento de 45%), 31 
dos quais com unidade de repetição GT, 2 com AGAT, e 1 fragmento para cada uma das seguintes 
repetições TGAG, GGTA, ACAT, GACA e GGCA. As restantes 45 não apresentavam 
microssatélites, ou eram sequências de má qualidade. A partir dessas sequências com microssatélites 
conseguiu-se desenhar 16 pares de primers nas regiões flanqueantes dos microssatélites. Nos 
restantes, os microssatélites estavam muito perto do inicio ou do fim da sequência de DNA, ou não 
foi possível desenhar primers dentro das condições apresentadas anteriormente. Dos 16 pares de 
primers desenhados, 13 foram encomendados e testados, no entanto após várias optimizações, apenas 
10 microssatélites foram amplificados com sucesso. As 30 amostras de baratas americanas foram 
então genotipadas para esses 10 microssatélites. Após várias optimizações para cada um dos locus, as 
melhores condições de reacção de amplificação em termos de temperatura de emparelhamento e de 
concentração de MgCl2 são apresentadas na Quadro 3. 
 
Na primeira biblioteca genómica construída para o camaleão utilizou-se a sonda (CA)12 e o kit de 
clonagem CloneJET™ PCR Cloning Kit (Fermentas) com eficiência muito reduzida (apenas 4 
colónias cresceram). A segunda biblioteca genómica foi construída utilizando a mesma sonda e o kit 
de clonagem Topo TA Cloning-Kit for Sequencing (Invitrogen) com eficiência muito superior. As 
colónias isoladas (82) foram sujeitas a amplificação por PCR e 28 foram sequenciadas e 20 destas 
apresentavam microssatélites (enriquecimento 71%). Nesses 20 fragmentos, 18 apresentavam a 
unidade de repetição GT, 1 a repetição CT, e 1 a repetição GAGA. A partir dessas sequências 
conseguiu-se desenhar 15 pares de primers nas regiões flanqueantes dos microssatélites, Foram 
encomendados e testados primers para 11 loci, no entanto após várias optimizações apenas 10 
microssatélites amplificaram com sucesso, os quais foram genotipados em 30 amostras de 
camaleões. 
Os loci CCH1 e CCH2 foram os únicos para os quais se utilizou o método de amplificação com o 
primer forward marcado com fluorescência (ver métodos 3.4). Após várias optimizações da técnica 
de PCR, as melhores condições de amplificação em termos de temperatura de emparelhamento dos 
primers foram as indicadas na Quadro 3. Os restantes loci foram amplificados com o método das 
caudas marcadas com fluorescência (ver métodos 3.4) e após optimizações as condições de PCR em 
termos de temperatura e concentração de MgCl2 foram as indicadas na Quadro 4. 
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4.2.Análise de Variabilidade 
 
Na análise de variabilidade genética das 30 amostras da espécie Periplaneta americana, os loci 
PAM1, PAM2 e PAM3 são monomórficos e os restantes 7 loci são polimórficos (Quadro 3). O 
número médio de alelos é de 4,6 ± 4,06 (desvio padrão). O valor médio de heterozigotia esperada é 
de 0,4042 ± 0,27, e o valor médio de heterozigotia observada é de 0,3158 ± 0,23. 
 
Quadro 3: Caracterização de microssatélites em Periplaneta americana com a indicação da 
sequência dos primers para cada um dos loci (+ por não se encontrarem ainda publicadas, as 
sequencias não podem ser apresentadas na integra), da unidade de repetição do microssatélite, da 
temperatura de emparelhamento dos primers (Ta), da concentração de MgCl2 para cada locus, do 
número de amostras 15 analisadas (N), do tamanho dos alelos em pares de bases (bp), do número de 
alelos (Na), da heterozigotia esperada (He), da heterozigotia observada (Ho) e da conformidade com o 
equilíbrio de Hardy-Weinberg. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
 
Locus 
Sequência 
do Primer 
Unidade de 
repetição 
Ta 
(°C) 
MgCl2(mM) N 
Tamanho 
(bp) 
Na He Ho HW 
PAM 
1 
+ (GT)4 59 1.5 22 143 1 0.00 0.00 - 
PAM 
2 
+ (GT)6 59 1.5 30 175 1 0.00 0.00 - 
PAM 
3 
+ (GT)4 59 1.5 30 263 1 0.00 0.00 - 
PAM 
5 
+ (AC)24 59 1.5 27 213-265 7 0.68 0.48 0.303 
PAM 
6 
+ (GT)18 59 2.0 9 118-140 2 0.50 0.33 0.351 
PAM 
7 
+ (TGAG)20 63 1.5 23 132-156 2 0.26 0.22 0.179 
PAM 
8 
+ (GT)4 61 1.5 27 175-185 4 0.47 0.52 -0.095 
PAM 
10 
+ (GT)29 59 1.5 26 240-310 12 0.83 0.23 0.726 
PAM 
12 
+ (CA)33 59 1.5 10 152-182 11 0.89 1.00 -0.132*** 
PAM 
13 
+ (GGTA)11 59 2.0 29 196-210 5 0.40 0.38 0.052 
 
Na análise de variabilidade genética das 30 amostras da espécie Chamaeleo chamaeleon, os loci 
CCH4, CCH5, CCH9 e CCH10 são monomórficos e os restantes 6 loci são polimórficos (Quadro 4). 
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O número médio de alelos é de 3,2 ± 3,33. O valor médio de heterozigotia esperada é de 0,3248 ± 
0,28, e o valor médio de heterozigotia observada é de 0,2584 ± 0,25. 
 
Quadro 4: Caracterização de microssatélites em Chamaeleo chamaeleon com a indicação da 
sequência dos primers para cada um dos loci (+ por não se encontrarem ainda publicadas, as 
sequencias não podem ser apresentadas na integra), da unidade de repetição do microssatélite, da 
temperatura de emparelhamento dos primers (Ta), da concentração de MgCl2 para cada locus, do 
número de amostras 15 analisadas (N), do tamanho dos alelos em pares de bases (bp), do número de 
alelos (Na), da heterozigotia esperada (He), da heterozigotia observada (Ho) e da conformidade com o 
equilíbrio de Hardy-Weinberg. * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
 
Locus 
Sequência do 
Primer 
Unidade de 
Repetição 
Ta(°C) 
MgCl2 
(mM) 
N 
Tamanho 
(bp) 
Na He Ho HW  
CCH1 + (AC)23 
56-
53 
1 17 
216-262 
11 0.89 0.65 0.277*** 
CCH2 + (AC)10 57 1.5 23 225-233 4 0.57 0.52 0.085** 
CCH4 + (GT)8 57 1.5 15 107 1 0.00 0.00 - 
CCH5 + (GT)8 57 1.5 25 270 1 0.00 0.00 - 
CCH6 + (GT)35 57 1.5 27 227-229 2 0.39 0.07 0.814*** 
CCH7 + (GT)4 
56-
53 
1 23 
207-239 
4 0.28 0.13 0.538** 
CCH8 + (GT)7 57 1.5 24 325-327 2 0.08 0.08 1.000* 
CCH9 + (GT)6 57 1.5 30 233 1 0.00 0.00 - 
CCH10 + (AC)5 57 1.5 25 193 1 0.00 0.00 - 
CCH11 + (AC)9 57 1.5 19 310-324 4 0.53 0.21 0.610*** 
 
A frequência alélica por cada locus nas seis populações da espécie Periplaneta americana está 
representada graficamente na Figura 8. O número médio de alelos por locus para a população do 
Funchal (N=6) é de 2,8, na população de Lisboa (N=9) é de 2,2, na população de Setúbal (N=5) é de 
1,3, na população de Algarve (N=6) é de 2,4, na população de Meknés (N=1) é de 1,4 e na população 
de Taliouine (N=6) é de 1,9. 
 
A frequência alélica por cada locus nas sete populações da espécie Chamaeleo chamaeleon está 
representada graficamente na Figura 9. O número médio de alelos por locus para a população do 
Algarve (N=10) é de 1,4, na população de Huelva (N=4) é de 1,3 na população de Cádis (N=4) é de 
2,0, na população de Málaga (N=3) é de 1,7, na população de El Jadida (N=3) é de 2,1, na população 
de Essaouira (N=3) é de 1,4 e na população de Erfoud (N=3) é de 1,7. 
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Figura 8: Frequências alélicas observadas nas populações de Periplaneta americana por cada locus microssatélite 
polimórfico. 
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Figura 9: Frequências alélicas observadas nas populações de Chamaeleo chamaleon por cada locus microssatélite 
polimórfico. 
  
 
27 
 
5. Discussão/Conclusão 
 
Com este estudo caracterizaram-se microssatélites variáveis que poderão ser aplicados em estudos 
de variabilidade e diferenciação genética populacional em duas espécies animais, uma com grande 
impacto na sociedade humana (Periplaneta americana) e outra que, por sua vez, sofre impacto da 
actividade humana (Chamaeleo chamaeleon). No caso da barata americana poderão ser efectuados 
estudos associados à acção artificial do Homem nesta espécie invasiva terão interessem estudos 
sobre a origem e padrões de colonização. A análise das frequências alélicas dá algumas indicações 
sobre a diferenciação das populações, apesar de esta ser uma análise apenas preliminar, com 
reduzido número de amostras. No caso das baratas, a população do Funchal apresenta um elevado 
número de alelos, com alguns exclusivos desta população nos loci PAM10, PAM12 e PAM13. 
Também as populações de Marrocos (Taliouine e Meknès) possuem alguns alelos exclusivos (loci 
PAM5 e PAM13, respectivamente). No camaleão, as populações de Marrocos apresentam, em geral, 
maior variabilidade, com alguns alelos que não surgem na Península Ibérica nos loci CCH1, CCH7 e 
CCH11. Também a população de Málaga surge algo diferenciada, com alelos exclusivos nos loci 
CCH2 e CCH11, bem como a população de Cádis (loci CCH7 e CCH8). 
 
O método de construção das bibliotecas enriquecidas para microssatélites utilizado revelou-se 
bastante eficiente na obtenção de microssatélites polimórficos, apesar de algumas dificuldades que 
surgiram, inicialmente pela utilização de um kit de clonagem que foi pouco eficiente. A percentagem 
de enriquecimento demonstrou ser mais eficaz na espécie dos camaleões. A utilização de caudas, ao 
invés da marcação individual de todos os primers forward, revelou-se um método mais económico e 
bastante eficiente, muito útil neste tipo de trabalhos em que é necessário testar vários primers, alguns 
dos quais já se espera que não sejam utilizáveis. No entanto, num trabalho em que seja necessário 
genotipar um grande número de amostras, a utilização das marcações individuais será mais 
proveitoso pois torna possível o PCR multiplexing, ou seja, amplificação simultânea de vários loci 
numa mesma reacção de PCR (Chaix et al, 2002). 
 
Os primers que foram desenhados mas que não foram utilizados para este estudo, poderão no futuro 
ser também testados. A construção de bibliotecas genómicas obtidas para estas espécies poderão 
também ser aproveitada no futuro para a obtenção de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) 
(Mountain et al., 2002). 
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II. ANEXOS 
 
Anexo I– Protocolo de isolamento de Microssatélites (Adaptado de Hammond et al 1998; 
Bloor et al, 2001; Glenn & Schable, 2005 e Hamilton et al, 2005) 
 
1.Extracção do DNA 
1. Extracção do DNA utilizando os kits comercias NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel) e 
PeqGold Tissue DNA Minikit (PeqLab), seguindo o protocolo recomendado para a 
extracção a partir de tecidos.  
2. Degradação do RNA usando enzima RNase (2µg/ml) a 37ºC durante 1 hora;inactivação 
da enzima a 65ºC durante 10 minutos (inactivar a enzima). 
3. Corrida em gel de agarose a 1,6% (5µl DNA + 2,5µl loading dye) com lambda standars 
(50 e 200ng). O DNA obtido deverá ser de elevado peso molecular e com uma 
quantidade aproximada de 100ng/ µl 
 
2.Preparação do DNA para o enriquecimento 
2.1.Digestão do DNA 
1. Utilizar a enzima RsaI (Promega) nas quantidades mencionadas e incubar a 37ºC em 
banho-maria durante 6horas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Corrida em gel de agarose a 1,6% (4µl DNA + 2µl loading dye) com marcador de 
tamanho (Ladder de 100bp, Fermentas) 
3. Inactivação da enzima a 70ºC durante 10 minutos. 
 
2.2.Ligação de Adaptadores ao DNA 
2.2.1.Preparação dos adaptadores (linkers) 
Mix 1x (µl) 
10x ligase buffer (pré-aquecida a 50ºC) 
2.5 
 
BSA (10mg/ml) 0.125 
RsaI (10U/µl) 1 
DNA (~100ng/µl) 20 
H2O 1.375 
Total 25 
VI 
 
Os adaptadores a utilizar são indicados por Glenn & Schable (2005): 
SuperSNX24 Forward: 5’GTTTAAGGCCTAGCTAGCAGAATC 
SuperSNX24+4P Reverse: 5’pGATTCTGCTAGCTAGGCCTTAAACAAAA 
O adaptador SuperSNX24 Forward irá servir como primer nos PCR subsequentes. 
 
Preparação da dupla cadeia de SuperSNX – usando a receita abaixo indicada, procedendo 
à desnaturação a 95ºC durante 5 minutos e arrefecendo à temperatura ambiente durante 1 hora 
Mix 1x (µl) 
SuperSNX24 F (10 µM) 100 
SuperSNX24+4P R (10 µM) 
100 
 
NaCl (5M) 
4 
 
Total 204 
 
2.2.2.Ligação dos adaptadores ao DNA 
Incubar a reacção de ligação abaixo indicada a 16ºC durante a noite e de seguida inactivar a 
enzima a 70ºC durante 10 minutos. 
Mix 1x (µl) 
SuperSNX F/R linkers mix (10 µM) 7 
10x Ligase buffer – (pré-aquecida a 50ºC) 2.5 
T4 ligase (3U/ µl )(Promega) 2 
XmnI (10U/µl) 2 
DNA digerido 11.5 
Total 25 
 
2.3.Selecção do Tamanho de DNA 
1. Prepara gel de agarose a 1.2% com poços largos e aplicar todo o DNA (~24 µl) no poço e 
corer a uma voltagem de 60V, juntamente com um marcador de tamanho (Hyperladder 
IV, Bioline) 
2. Verificar no transiluminador a corrida e cortar a secção do gel entre as 500 e as 1000bp 
com um bisturi. 
3. Extracção e purificação do DNA do gel usando kit Geneclean III (Qbiogene), segundo o 
protocolo indicado pelo fabricante.  
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4. Correr em gel de agarose a 1,6% (5µl DNA + 2,5µl loading dye) com de 100bp ladder e 
lambda standards. 
 
2.4.Preparação do PCR de Ligação: utilizando as condições abaixo indicadas e de seguida 
corrida em gel de agarose com a ladder. 
Mix 1x (µl) 
Água destilada 10.99 
PCR buffer (10x) 2.5 
MgCl2 (25mM) 2 
dNTPs (2.5mM all) 6 
BSA (10mg/ml) 0.06 
SuperSNX24 F (10 µM) 1.25 
Taq (5U/µl) 0.2 
DNA ligado e seleccionado 2 
Total 25 
 
3.Enriquecimento 
3.1.Primeiro Enriquecimento 
1.Preparação de Soluções: 
Soluções de stock  
20x SSC: 3 M NaCl+0.3M Citrato de Sódio, pH 7.0 
3M NaOAc 
500mM EDTA 
2xHyb Solution: 12x SSC + 0.2% SDS 
1xHyb Solution: 6x SSC + 0.1% SDS 
 
Washing solutions: 2xSSC + 0.1% SDS 
           1x SSC + 0.1% SDS 
Sodium Acetate (NaOAc) EDTA solution: 20ml of 3M NaOAC + 20ml of 500mM EDTA 
(pH 8) (1.5 M NaOAc e 250mM EDTA). Preparar alíquotas em tubos de 1.5 ml e guardar no 
congelador (-20ºC). 
 
TLE: 10mM Tris pH8 + 0.2mM EDTA 
2.Hibridação do DNA com sonda biotilinada (CA)12 ou (AGAT)8 através da seguinte reacção 
 
95ºC 2 min  
95ºC 20 s  
56ºC 20 s 30x 
72ºC 1.5 min  
72ºC 30 min  
4ºC -  
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Mix 1x (µl) 
2x Hyb Solution (aquecida) 25 
Sonda biotinilada (1µM) 10 
PCR ligação 10 
Água destilada 5 
Total 50 
95ºC – 5 min 
70ºC – 5 s (steps down 0.2ºC cada 5 segundos em 99 ciclos – até 50.2ºC) 
50ºC – 10 min  
50ºC – 5 s (steps down 0.5ºC cada 5 segundos em 20 ciclos – até 40ºC) 
 
1. Preparação das Dynabeads M-280 Streptavidin (10mg/ml) (Invitrogen) e Ligação 
Biotina-avidina utilizando o protocolo do fabricante. 
 
3.1.2.PCR do DNA Enriquecido de acordo com as quantidades e ciclos indicados abaixo. 
Fazer múltiplos PCR com diferentes quantidades de DNA de modo a maximizar o número de 
diferentes fragmentos amplificados. Correr em em gel de agarose a 1.6% (4µl produto de PCR 
+ 2µl loading dye) com 100bp ladder 
 
Mix 1x (µl) 
PCR buffer (10x) 2.5 
BSA (10mg/ml) 0.06 
dNTPs (2.5 mM all) 6 
SuperSNX24F (10µM) 1.3 
MgCl2(25mM) 2 
Água destilada 10.94 
Taq (5U/µl) 0.2 
DNA enriquecido 2 
Total 25 
1. Correr  
3.2.Segundo Enriquecimento – repetir os passos 3.1. e 3.1.2. utilizando o produto de PCR do 
DNA enriquecido. 
 
4.Clonagem 
95ºC 2 min  
95ºC 20 s  
56ºC  20 s 25x 
72ºC 1.5 min  
72ºC 30 min  
4ºC ∞  
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4.1.Ligação ao Vector 
Utilizar o protocolo Topo TA Cloning – Kit for sequencing (Invitrogen)* 
Mix 1x (µl) 
Produto do PCR com DNA enriquecido 1.5 
Salt solution 1 
Vector * 1 
Água destilada 2.5 
Total 6 
1. Incubar à temperatura ambiente durante a noite. 
 
4.2.Transformação das bactérias 
 
Preparação de Soluções  
Solução de Agar: 15g Agar + 20g LB em 1L de água destilada. Autoclavar 
Solução de stock de Ampicilina (50mg/ml): Dissolver 0.5g de ampicilina em 10ml de água 
destilada; autoclavar e armazenar a -20°C 
Solução de LB (20g/L): 2g de LB em 100ml de água destilada. Autoclavar. 
Xgal (40mg/ml): 0,04g Xgal + 1000 µl dimethylformamida. 
 
Preparação das Placas de Agar  
1. Aquecer o agar no microondas (a uma potência entre 300-450W de 5 em 5 minutos) até 
derreter. 
2. Deixar arrefecer até aos 55°C e preparar as placas de petri na câmara de fluxo laminar (2 
placas de petri para cada transformação, ~30ml de agar por cada placa). 
3. Usar 2µl de ampicilina por cada 1ml de agar e 200µl de Xgal (40mg/ml) por cada 100ml 
de agar. Misturar e deixar as bolhas desaparecerem. 
4. Deitar o agar nas placas, deixando a tampa de lado. 
5. Deixar arrefecer durante 30 minutos e colocar as placas num saco, identificado, com a 
data e viradas ao contrário no frigorífico (-4°C) 
 
Utilizar protocolo Topo TA Cloning – Kit for sequencing – one shot TOP-10 and DH5α-
T1®(Invitrogen) 
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1. Adicionar 2µl da reacção de clonagem (ligação ao vector) num tubo de One shot 
chemically competent E. coli e agitar gentilmente. 
2. Incubar no gelo por 5-30 minutos. 
3. Choque térmico: 30 segundos a 42ºC sem agitação (banho-maria) e de imediato transferir 
para o gelo. 
4. Adicionar 250µl de S.O.C. medium à temperatura ambiente. 
5. Colocar o tubo na horizontal no agitador (200rpm a 37ºC) durante 1 hora. 
6. Colocar 100µl da transformação na placa de petri (previamente aquecida) e espalhar. 
7. Estufa a 37ºC durante a noite. 
 
4.3.Construção da Biblioteca Genómica 
1. Preparar LB + ampicilina (2 µl de ampicilina por 1ml de LB) 
2. Pipetar 200µl de LB + ampicilina para cada poço da placa de 96 poços. 
3. Usar um palito esterilizado, picar 1 colónia e submerger a ponta num poço, girando o 
palito nos dedos (1 colónia por cada poço). 
4. Incubar a 37ºC durante a noite. 
5. Guardar a placa a 4ºC durante 3 a 4 semanas. 
 
5.Sequenciação dos inserts 
5.1.PCR das colónias de acordo com as condições indicadas abaixo. Correr o produto de PCR 
em gel de agarose a 1.6% (4µl produto de PCR + 2µl loading dye) com 100bp ladder 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mix 1x (µl) 
PCR buffer (5x) 3 
dNTPs (2.5 mM all) 1.5 
MgCl2(25mM) 0.45 
Água destilada 8.775 
Primer M13F(5µM) 0.1 
Primer M13R(5µM) 0.1 
Taq (5U/µl) 0.075 
DNA colónia 1 
Total 15 
95ºC 10 min  
92ºC 45 s  
52ºC  45 s 30x 
72ºC 2 min  
72ºC 10 min  
4ºC ∞  
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5.2.Purificacao do produto PCR (protocolo Sureclean (Bioline)) 
5.3. Reacção de sequenciação com o BigDye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems) 
5.4. Purificação da reacção de sequenciação: 
1. Adicionar 1 μl 3M acetato de sodio pH 4.6 e 25 μl etanol absoluto ao volume da reacção 
de sequenciação (10 μl).Vortexar e colocar em gelo durante 30 minutos; 
2. Centrifugar a velocidade máxima durante 25 minutos; 
3. Descartar o conteúdo dos tubos e adicionar 300 μl de etanol 70%, centrifugar durante 15 
minutos; 
4. Descartar o conteúdo dos tubos e voltar a adicionar 300 μl de etanol 70% e centrifugar 
15 minutos; 
5. Verter completamente o conteúdo dos tubos e deixar secar 
 
5.5 Preparação para corrida no sequenciador ABI 310 
1. Adicionar 16 μl de formamida (Hi-di) a cada tubo e incubar 10 minutos; em seguida 
vortexar bem e spin down; 
2. Transferir todo o conteúdo dos tubos para as strips do sequenciador; 
3. Desnaturar no termociclador (3 minutos a 95oC e 1 minuto a 4ºC) 
4. Colocar no sequenciador. 
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Anexo II – Matriz de Genótipos de Loci Microssatélites na Periplaneta Americana. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PAM1 PAM3 PAM5 PAM12 PAM2 PAM10 PAM6 PAM7 PAM8 PAM13 
          
FUN1 143 143 263 263 251 251 
  
175 175 302 302 140 140 132 132 185 185 202 202 
FUN2 143 143 263 263 251 263 180 182 175 175 288 300 
  
132 132 185 185 202 206 
FUN3 
  
263 263 
  
152 154 175 175 
    
132 156 175 181 202 202 
FUN4 143 143 263 263 
  
158 160 175 175 282 284 
  
132 132 181 185 202 210 
FUN5 143 143 263 263 225 251 
  
175 175 290 300 
  
132 132 185 185 202 210 
FUN6 143 143 263 263 213 225 
  
175 175 300 300 
  
132 132 185 185 202 202 
RES1 143 143 263 263 225 251 156 158 175 175 300 302 118 140 132 132 185 185 202 202 
TEL1 143 143 263 263 225 225 
  
175 175 302 302 118 118 
    
202 202 
TEL2 143 143 263 263 
    
175 175 302 302 
      
202 202 
TEL3 
  
263 263 
    
175 175 302 302 
  
156 156 185 185 202 202 
TEL4 143 143 263 263 
    
175 175 302 302 
  
132 156 185 185 202 202 
TEL5 143 143 263 263 225 225 
  
175 175 300 300 118 118 132 132 185 185 202 202 
TEL6 
  
263 263 213 225 
  
175 175 304 304 
  
132 132 181 185 202 202 
PRI1 143 143 263 263 213 225 
  
175 175 296 296 
  
132 132 185 185 202 206 
PRI2 143 143 263 263 213 213 
  
175 175 240 242 
  
132 132 185 185 202 206 
SET1 
  
263 263 225 225 
  
175 175 308 308 
  
132 132 181 185 202 202 
SET2 143 143 263 263 225 225 
  
175 175 
  
140 140 132 132 185 
 
202 202 
SET3 143 143 263 263 225 225 
  
175 175 308 308 
  
132 156 181 185 206 206 
SET4 
  
263 263 
    
175 175 
      
181 185 
  
SET5 143 143 263 263 225 225 
  
175 175 308 308 
    
181 185 202 206 
POR1 143 143 263 263 251 251 
  
175 175 308 310 118 140 132 132 185 185 202 202 
VIL1 
  
263 263 
    
175 175 
  
118 118 
    
202 202 
VIL2 143 143 263 263 225 241 166 168 175 175 300 300 118 118 132 132 175 180 202 206 
VIL3 143 143 263 263 213 213 
  
175 175 296 296 
  
132 132 175 185 202 206 
VIL4 143 143 263 263 213 263 162 164 175 175 300 300 
  
132 132 175 185 202 202 
VIL5 143 143 263 263 213 213 162 164 175 175 300 300 
  
132 132 175 185 202 206 
MEK1 
  
263 263 
  
162 164 175 175 304 304 
  
132 156 185 185 196 200 
TAL1 143 143 263 263 225 265 
  
175 175 300 300 118 140 132 156 175 185 202 202 
TAL2 143 143 263 263 225 255 162 164 175 175 304 304 
    
175 185 202 206 
TAL3 
  
263 263 225 225 162 164 175 175 302 302 
    
175 185 202 202 
 
XI 
 
Anexo III – Matriz de Genótipos de loci microssatélites no Chamaeleo chamaelon 
 
 
CCH2 
 
CCH4 
 
CCH6 
 
CCH10 
 
CCH1 
 
CCH7 
 
CCH8 
 
CCH5 
 
CCH9 
 
CCH11 
 
ALG1 225 229 107 107 227 227 193 193 
    
327 327 270 270 233 257 
  
ALG2 229 229 
  
227 227 193 193 
  
233 233 327 327 270 270 233 257 
  
ALG3 
                
233 257 
  
ALG5 
              
270 270 233 257 
  
ALG7 
    
227 227 193 193 
      
270 270 233 257 
  
ALG10 
    
227 227 
          
233 257 
  
SS1 
    
227 227 
    
233 233 327 327 
  
233 257 
  
SS2 
    
227 227 193 193 230 230 233 233 327 327 270 270 233 257 
  
SS3 225 229 107 107 227 227 193 193 218 230 
  
327 327 270 270 233 257 314 314 
SS5 229 229 107 107 227 227 193 193 218 230 233 233 327 327 270 270 233 257 314 314 
HUE1 229 229 107 107 227 227 193 193 
  
233 233 327 327 270 270 233 257 
  
HUE2 229 229 107 107 227 227 193 193 218 220 233 233 327 327 270 270 233 257 314 314 
HUE3 229 229 107 107 227 227 193 193 218 220 233 233 327 327 270 270 233 257 314 314 
HUE4 229 229 107 107 227 227 193 193 220 220 233 233 327 327 270 270 233 257 314 314 
CAD1 229 229 107 107 227 227 193 193 230 230 233 233 327 327 270 270 233 257 314 314 
CAD2 229 229 107 107 227 227 193 193 216 218 233 233 327 327 270 270 233 257 314 314 
CAD3 229 229 107 107 227 229 193 193 262 262 233 233 325 325 270 270 233 257 314 314 
CAD4 225 229 107 107 227 227 193 193 230 230 233 233 327 327 270 270 233 257 314 314 
MAL1 233 233 
  
227 227 193 193 232 236 233 233 327 327 270 270 233 257 320 320 
MAL2 225 227 
  
227 227 193 193 232 236 233 233 327 327 270 270 233 257 320 320 
MAL3 225 227 
  
227 227 193 193 232 232 233 233 327 327 270 270 233 257 320 324 
ELJ1 225 229 107 107 229 229 193 193 220 232 233 233 327 327 270 270 233 257 310 314 
ELJ2 225 229 
  
229 229 193 193 224 226 233 233 327 327 270 270 233 257 310 310 
ELJ3 225 229 107 107 229 229 193 193 226 228 233 233 327 327 270 270 233 257 314 314 
ESS1 225 229 107 107 229 229 193 193 
  
233 233 
  
270 270 233 257 310 310 
ESS2 225 229 
  
229 229 193 193 
  
233 233 327 327 270 270 233 257 310 314 
ESS3 225 225 
  
229 229 193 193 
  
233 233 327 327 270 270 233 257 314 314 
ERF1 225 227 107 107 227 229 193 193 236 238 233 233 327 327 270 270 233 257 314 320 
ERF2 225 229 
  
227 227 193 193 
  
233 233 327 327 
  
233 257 
  
ERF3 
                
233 257 
  
 
